



























































: adrenocorticotropic hormone (副腎皮質刺激ホルモン) 
: angiotensin (アンジオテンシン) 
: anilinothiazolinone (アニリノチアゾリノン) 
: bovine serum albumin (ウシ血清アルブミン) 
: collision energy (衝突エネルギー) 
: -cyano-4-hydroxycinnamic acid 
 (-シアノ-4-ヒドロキシ桂皮酸) 
: collision-induced dissociation (衝突誘起解離) 
: O,O'-di-2-pyridyl thiocarbonate 
 (O,O’-ジ-2-ピリジルチオカルボネート) 
: dithiothreitol (ジチオスレイトール) 
: ethylenediaminetetraacetic acid (エチレンジアミン四酢酸) 
: electrospray ionization (エレクトロスプレーイオン化) 
: fast atom bombardment (高速原子衝撃) 
: high-performance liquid chromatography 
 (高速液体クロマトグラフィー) 
: human serum albumin (ヒト血清アルブミン) 
: iodeacetamide (ヨードアセトアミド) 
: isotope-coded affinity tags 
: infrared spectroscopy (赤外分光法) 
: internal standard (内部標準) 
: isobaric tags for relative and absolute quantitation 


























: matrix-assisted laser desorption ionization 
 (マトリクス支援レーザー脱離イオン化) 
: mass spectrometry (質量分析) 
: tandem mass spectrometry (タンデム質量分析) 
: nuclear magnetic resonance (核磁気共鳴) 
: octadecylsilyl (オクタデシルシリル) 
: phenylisothiocyanate (フェニルイソチオシアネート) 
: peptide mass fingerprinting 
 (ペプチドマスフィンガープリンティング) 
: phenylthiocarbamoyl (フェニルチオカルバモイル) 
: phenylthiohydantoin (フェニルチオヒダントイン) 
: stable isotope labeling by amino acids in cell culture 
: selected reaction monitoring (選択反応モニタリング) 
: trifluoroacetic acid (トリフルオロ酢酸) 
: time-of-flight (飛行時間型) 
: retention time (保持時間)  


























: alanine (アラニン) 
: arginine (アルギニン) 
: asparagine (アスパラギン) 
: aspartic acid (アスパラギン酸) 
: cysteine (システイン) 
: glutamic acid (グルタミン酸) 
: glutamine (グルタミン) 
: glycine (グリシン) 
: histidine (ヒスチジン) 
: isoleucine (イソロイシン) 
: leucine (ロイシン) 
: lysine (リジン) 
: methionine (メチオニン) 
: phenylalanine (フェニルアラニン) 
: proline (プロリン) 
: serine (セリン) 
: threonine (スレオニン) 
: tryptophan (トリプトファン) 
: tyrosine (チロシン) 
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献データベース Scopus (http://www.scopus.com/) のキーワード検索 (“genomics & 
biomarker” vs. “proteomics & biomarker” で後者が 2002 年以降 3 倍以上ヒットす
る) も，これを裏付けている (Fig. 1)．一方，創薬ターゲットの 8 割 (受容体，
45%；酵素，28%；イオンチャネル，5%；核内受容体，2%) がタンパク質であ
ること 4)や，90 年代半ばのヒト化抗体作製技術の確立 5)による抗体医薬等のバイ
オ医薬品の増加もタンパク質解析ニーズを高めている．さらに，分子標的薬で
ある抗体医薬品は，薬価が高く，開発における成功確率も高いため，承認数を
伸ばしている 6) (Fig. 2)．このように近年，基礎研究・創薬研究において研究対
象がタンパク質にシフトしている．一方，タンパク質の解析では，ヒト生体内

















Fig. 1  The number of hits using the keyword search in Scopus 
(http://www.scopus.com/). Keywords: “genomics & biomarker” vs. “proteomics & 
biomarker.” 
Fig. 2  Change in the accumulated number of approvals of biopharmaceuticals in 

































































析であるペプチドマスフィンガープリンティング (PMF) 法 19)，部分アミノ酸配
列情報を用いるペプチドシーケンス法 (MS/MS 法)20) のための，タンパク質デー
タベース (Swiss-Prot, NBCInr 等)，検索アルゴリズム (Mascot® 21)，SEQUEST® 22)) 
も充実し，タンパク質の同定法 (定性分析法) は，ほぼ確立された．ちなみにペ
プチドのフラグメントイオンは，ビーマン法 23) (Fig. 3a) により，N 末端側の a, b, 
c イオン，C 末端側の x, y, z イオンで表され，特徴的な b, y イオンの質量差を利
用してアミノ酸配列を解析する 24) (Fig. 3b)． 
一方，網羅的なタンパク質の定量分析法として，安定同位元素による標識が
汎用されている．例えば，細胞培養により標識を行う stable isotope labeling by 
amino acids in cell culture (SILAC)25)，heavy/light 同位体によるチオール標識とア
ビジンカラム精製を組合せた isotope-coded affinity tags (ICAT)26)，アミン標識と同
位体ラベルの組合せで複数の実験系を同時測定する isobaric tags for relative and 
absolute quantitation (iTRAQ)27)である．これらは，いずれも発現量の増減のみを
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現在でも幅広く用いられている．本法はフェニルイソチオシアネート (PITC, Fig. 
4a) を試薬として用い，ペプチドの N 末端アミノ酸をフェニルチオヒダントイ
ン (PTH) 誘導体として順次切り出し，定性するものである．その反応 35)は，以
下に示す 3 段階からなる． 
(1) 付加反応：ペプチド N 末端のフェニルチオカルバモイル (PTC) 化 
(Fig. 4b，塩基性条件), 
(2) 切断反応：N末端アミノ酸のアニリノチアゾリノン (ATZ) 化 (Fig. 4c，
強酸性条件), 
(3) 転換反応：ATZ 誘導体の，より安定な PTH-アミノ酸への異性化 (Fig. 
4e，酸性水溶液条件)． 






Fig. 4  Edman degradation. (a) Edman’s reagent (PITC), (b) PTC-peptide,  











シアネート 45)やトリフェニルゲルマニルイソチオシアネート 46)) を用いて報告
されている． 
そこで本研究では『温故知新』との考えで，古典的なエドマン分解と最新技
術である MS 相互の利点・欠点 (Table 1) を補完したタンパク質直接解析法の開
発を目的とした．すなわち，MS の利点 (m/z・フラグメンテーションによる精密
定性) により，エドマン分解の欠点 (分解反応と LC 保持時間 (tR) のみの定性) 
を補い，エドマン分解の利点 (PTH 標品の入手容易さと量論的な反応) により，
MSの欠点 (タンパク質標品の入手困難さとイオン化に起因する非量論的レスポ
ンス) を補うものである．まず第 1 章では，エドマン分解の定量性を MS により
精査した．具体的には，PTH-アミノ酸の同位体希釈 LC-選択反応モニタリング 
(SRM)/MS による定量を目指し，(i) 検討例のない PTH-アミノ酸標準液の安定性
Table 1  Summary of advantage and disadvantage for Edman degradation and mass 
spectrometry. 
Method Advantage Disadvantage
Edman degradation Availability in all PTH standards Degradation of  PTH analytes
Quantitative reaction Less qualitative due to LC 
separation only
Mass spectrometry Accuracy in qualitative analysis by 
using mass measurement
Deficiency in quantitative 
response from the equipment
Selectivity attributed to 
fragmentation




の評価，(ii) [13C6]-PITC の調製と標識 PTH-アミノ酸の一斉調製，(iii) 同位体希
釈 LC/ESI-MS/MS 条件の最適化，(iv) タンパク質 N 末端からの PTH-アミノ酸切






第 1 章 エドマン分解の定量性に関する検討 
 





ホフェニルイソチオシアネート 48)は，各々イオントラップ TOF-MS と，





の問題もあり，紫外  (UV) 検出高速液体クロマトグラフィー  (HPLC) 
(HPLC-UV) で濃度依存的な直線性の確認 49)，PTH-アミノ酸の安定化の試み 50)
があるものの，未だ不十分であった．ちなみに Brune らは，定量性の観点で 3
種ペプチド，B (KAQYARSVLLEKDAEPDILELATGYR)，C (RQAKVLLYSGR)，
C* (RQAK (acetyl) VLLYSGR) からの N 末端アミノ酸の切り出しや PTH アミノ






















性，塩基性条件 (4 C) で検討した．すなわち，HPLC-UV により経時的に PTH-
アミノ酸を分析し，残存率をプロットした．ちなみに緩衝液には，10 mM ギ酸
アンモニウム (pH 3)，5 mM リン酸ナトリウム (pH 7)，5 mM トリエチルアミン
塩酸 (pH 11) を用い，疎水性 PTH-アミノ酸の溶解性も考慮し，緩衝液/アセトニ
トリル (3:1, v/v) 溶液中，保存した．さらに，PTH-アミノ酸の標品を安定なア
ミノ酸から用時調製することも念頭に，エドマン分解の転換反応液である 25% 
(v/v) トリフルオロ酢酸 (TFA) 水溶液も検討した．その他，IS として，試料調
製時に 1-ナフタレン酢酸，安息香酸，フェノールのいずれかを一定量添加した． 
まず，20 種 PTH-アミノ酸の典型例として，酸性の Asp および塩基性の Arg




























0 7 14 21 28
(a) PTH-Asp (b) PTH-Arg
Fig. 5  Typical stability of (a) PTH-Asp (acidic) and (b) PTH-Arg (basic). Conditions: 
(circles, n=3) 25% (v/v) aqueous TFA, (squares, n=3) 10 mM ammonium formate buffer 
(pH 3)–acetonitrile (3:1, v/v), (triangles, n=3) 5 mM sodium phosphate buffer (pH 7)–
acetonitrile (3:1, v/v), (diamonds, n=1) 5 mM triethylamine-hydrochloride buffer (pH 11)–
acetonitrile (3:1, v/v). 
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残存率 (n=3) が，28 日後でも 100.8%であった．一方，pH 3 および 7 中では，
28 日後で各々44.2%，87.6%であった．これに対し，pH 11 中での残存率は，96
時間後に 0.1%であり，大幅に分解していた．一方，PTH-Arg では，25% (v/v) TFA，
pH 3 および 7 中 28 日後に各々91.1%, 84.3%, 44.4%, pH 11 中 96 時間後に 48.4%
であった．PTH-Arg は，PTH-Asp と同様，TFA 中で最も安定であり，塩基性条
件下の保存には適さないことが判明した． 
そのほかの PTH-アミノ酸についても，同じく検討した (Fig. 6)．まず，上記
で最も安定であった 25% (v/v) TFA 中 (Fig. 6, circles) の 28 日後の残存率は
PTH-Ser, Gln で 21.9%, 26.7%と，保存状態として適さないことが判明した．Ser, 
Glu 残基は，それぞれ酸性下の分解が予想される水酸基とアミド結合を有するが，
類似の構造をもつ Thr, Asn では，各々87.1%, 78.6%と比較的安定であったことか
ら，脱水，加水分解のみならず，側鎖と PTH 環の相互作用等も安定化に寄与す
ると考えた．同様に pH 3 条件 (Fig. 6, squares) では，Asp と同様，酸性官能基を
有する PTH-Glu (60.9%) の安定性に難があったが，Pro の 99.9% (28 日後) を始
め，アルキル側鎖を有するものは比較的安定であった．pH 7 中 (Fig. 6, triangles) 
では，28 日後に PTH-Cys, Gln, Leu, Ser がほぼ消失するのに対し，Ile の 96.1%等
安定なものも存在し，側鎖官能基の極性のみでは説明できなかった．pH 11 中 
(Fig. 6, diamonds) では，おおむねどのアミノ酸も急激な分解がみられたが，
PTH-Ile, Tyr, Trp は 3 日間で少なくとも 80%程度残存していた．ちなみに，PTH
環の塩基性条件下の加水分解 52)が報告されており，今回の結果と合致していた．
また，一部ピーク面積から計算された残存率が 100%以上を示したものは，操作
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Fig. 6  Stability of all 20 PTH-amino acids. Conditions: (circles, n=3) 25% (v/v) aqueous 
TFA, (squares, n=3) 10 mM ammonium formate buffer (pH 3)–acetonitrile (3:1, v/v), 
(triangles, n=3) 5 mM sodium phosphate buffer (pH 7)–acetonitrile (3:1, v/v), (diamonds, 
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Fig. 6  (continued) 
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第 3 節 [13C6]-PITC の調製と内部標準の[13C6]-PTH-アミノ酸の調製 
 
反応性官能基のイソチオシアネートは，通常，対応するアミンから調製する．





ト (DPT)55)を用いる one-pot 反応 56)で調製した (Fig. 7)．すなわち，クロロホル
ムを溶媒として[13C6]-アニリンに 2 モル当量の DPT を常温で混和し，カラムク
ロマトグラフィーで精製するのみで，目的物を得た．遊離の-アミノ酸から PTH-
アミノ酸を得るには，付加反応を経た環化反応と安定化体への再環化反応で済





























場合，逆相系 HPLC と ESI-MS の組合せが最適である．また，質量分離に三連四






節では，ESI に適した LC 条件と選択的な SRM 条件を最適化し，前節で調製し
た[13C6]-PTH-アミノ酸を IS に用いた同位体希釈分析法の構築を企てた． 





ン化効率と同一質量の PTH-Leu と PTH-Ile の分別のみ考慮すれば良い (Fig. 8)．







一般的な逆相系 ODS カラム，および水系溶媒に 0.1% (v/v) ギ酸水溶液，有機系
PTH-IlePTH-Leu





この時，PTH-Leu (Fig. 9a) および PTH-Ile (Fig. 9b) の tRは，各々34.0, 32.9 分 (分
離係数 1.04) であった．さらに，両者の分離度は 2.45 であり (Fig. 8c)，ベース
ライン分離を達成した．ここで，整数質量の同じ Gln (m/z 128.129) と Lys (m/z 
128.172) は，後者が側鎖 ε-アミノ基の PITC 付加体 (N-PTC-Lys) へ誘導される
ことから，容易に分別できる．なお PTH-Cys は，側鎖スルフヒドリル基を保護
した S-カルボキシメチル化体である． 
次いで，20 種 PTH-アミノ酸標品を用い，衝突エネルギー (CE) 30 eV の時の
プロダクトイオンを精査した．実験では，標準物質の 50% (v/v) アセトニトリル
水溶液を質量分析計付属のシリンジポンプから 10 L/min で送液し，LC の移動
相 (ギ酸/水/アセトニトリル＝0.1:68:22, v/v/v, 0.2 mL/min) と合わせ，MS に付し
た．得られたプロダクトイオンスペクトルの典型例として，PTH-Asp および
PTH-Arg について示した (Fig. 10)．酸性の PTH-Asp (Fig. 10a) からは，PTH 環に
由来する m/z 136, 77 のフラグメントを見出した．一方，塩基性側鎖を有する
PTH-Arg (Fig. 10b) からは，側鎖に由来する m/z 233, 70 のものが示唆された．故
に，PTH-Arg の場合，プロトン化は塩基性側鎖のグアニジド基で起こると考え

























0 5 10 15 20 25 30 35
Time (min)
34.1 min
Fig. 9  HPLC-UV (wavelength, 269 nm) separation of PTH-Leu and PTH-Ile. (a) 
PTH-Leu, (b) PTH-Ile, (c) PTH-Leu and PTH-Ile (each 100 pmol).  
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は，典型的なフラグメントとして，m/z 193, 136, 77 のものを確認し，各々，側鎖
部分，PTH-Asp と同様の PITC，フェニル基部位の開裂と推測できた．また，特
徴的な開裂として，PTH-Glu では側鎖部位の環化体 (m/z 84)，PTH-Met では側鎖
から－48 Da シフトしたもの (m/z 219)，PTH-Cys では側鎖カルボキシ基からの
脱炭酸体 (m/z 251)，PTH-Lys では，側鎖から－93 Da シフトした PTC 部位の脱
離体 (m/z 306) が得られた．これまでに得た知見の下，別途最適化したプロダク
トイオンと CE をまとめた (Table 2)．イオンの選択には，アミノ酸側鎖の開裂で
特徴的なものがあれば，それを優先したが，強度が著しく低い場合は，典型的
な m/z 193, 136, 77 のなかから最大強度のものを適宜採用した．また，IS として
用いる 20 種 13C 標識体については，各々非標識体に対応させ選択した．20 種-
アミノ酸混合標準液を PITC，あるいは先に調製した[13C6]-PITC と 2 段階で反応
させ，最適化した LC-SRM/MS 条件で測定した結果を示した (Fig. 12)． 
  
Fig. 10  Typical examples of fragmentation patterns of PTH-amino acid: (a) PTH-Asp 
(acidic) and (b) PTH-Arg (basic). The CE was 30 eV. 
(b) PTH-Arg(a) PTH-Asp




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 11  MS/MS spectra of PTH-amino acids. The CE was 30 eV. 
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Ala 207 136 213 142 21
Arg 292 233 298 239 17
Asn 250 136 256 142 24
Asp 251 136 257 142 24
Cys a 297 251 303 257 12
Gln 264 247 270 253 11
Glu 265 205 271 211 17
Gly 193 136 199 142 18
His 273 152 279 152 17
Ile 249 136 255 142 24
Leu 249 136 255 142 24
Lys b 399 306 411 312 13
Met 267 219 273 225 13
Phe 283 136 289 142 28
Pro 233 136 239 142 22
Ser 223 193 229 199 13
Thr 237 193 243 199 13
Trp 322 193 328 199 14
Tyr 299 136 305 142 15
Val 235 136 241 142 24
a. S-carboxymethyl
b. Nε-phenylthiocarbamoyl
Table 2  Optimized SRM of unlabeled and [13C6]-PTH-amino acids. Parameters of 





次いで，用時調製で同時に得た PTH-アミノ酸および 13C 標識 PTH-アミノ酸
を用い 20 種検量線を作成した (Table 3)．ちなみに，希釈系列の濃度は 0.1–10 M
間の 7 点とし，各 10 L (1–100 pmol) を構築した同位体希釈 LC-SRM/MS に付し
た．その結果，決定係数 (r 2値) が少なくとも 0.989 以上となった． 
  
Fig. 12  SRM chromatogram of PTH-amino acids. (a) Unlabeled PTH-amino acids 
and (b) [13C6]-PTH-amino acids. PTH-amino acids are abbreviated to three-letter 
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Amino acid Equation r 2
Ala y =   0.0167 + 0.0537x 0.999
Arg y = –0.0228 + 0.0568x 1.000
Asn y =   0.0291 + 0.0459x 0.989
Asp y = –0.0545 + 0.0532x 0.996
Cys a y = –0.0552 + 0.0739x 0.999
Gln y =   0.3859 + 0.0533x 0.995
Glu y = –0.0432 + 0.0632x 0.999
Gly y =   0.0745 + 0.0544x 1.000
His y = –0.0165 + 0.0556x 1.000
Ile y = –0.0523 + 0.0510x 0.998
Leu y = –0.0369 + 0.0577x 0.999
Lys b y = –0.0749 + 0.0499x 0.998
Met y = –0.0320 + 0.0579x 1.000
Phe y = –0.0246 + 0.0522x 1.000
Pro y = –0.0343 + 0.0563x 0.999
Ser y =   0.1484 + 0.0591x 1.000
Thr y = –0.0141 + 0.0535x 0.999
Trp y = –0.0264 + 0.0430x 0.999
Tyr y = –0.1234 + 0.7407x 0.999












の PTH-アミノ酸 (Fig. 13b) は，-アミノ酸混合物の標準液から用時調製した．
また，別途 IS 用の[13C6]-PTH-アミノ酸 (Fig. 13c) も同様に用時調製し，タンパ






り出し効率を精査した結果 (Table 4)，HSA の N 末端，すなわち PTH-Asp は，エ
ドマン分解の 1 サイクル目で 18.3 pmol 定量された．この値は，市販 HSA を純
度 100%と仮定した場合の 36.6%であった．しかし，その他に Ala2, His3も定量さ
れており，HSA の N 末端アミノ酸の欠損 61)，市販 HSA の純度，塩の共存等の
問題と考えた．一方，2, 3サイクル目で 2残基目の PTH-Alaと 3残基目の PTH-His
が各々15.3, 9.30 pmol と最高値として定量され，インタクトのタンパク質からも
配列情報の取得が可能であった．しかし，2, 3サイクル目でAsp1が 2.81, 2.53 pmol
定量されていることから，最初の付加反応を含む各工程における収率向上が必
要と考えた．また，PTH-Asp の 3 サイクルでの合計収率から概算した 1 回目の
収率は，77% [18.3/(18.3+2.81+2.53)] と先の HSA 量から求めた値 (36.6%) と大
きく異なるため，別途市販 HSA のタンパク量の定量等も必要と考えた．一方，
1–3 各サイクルにおける PTH-アミノ酸の合計した定量値は，各々21.5, 18.8, 15.5 
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(c) [13C6]-PTH-amino acids (ISs)
Table 4  Cleavage of amino acid from serum albumin as PTH-amino 
acid: a quantitative study. 
Fig. 13  The entire procedure of the combination of Edman’s reagent and mass 
spectrometry for direct protein analysis: isotope-dilution LC-SRM/MS of PTH-amino 
acids from N-terminus of peptides or proteins by Edman degradation. Source: R. 
Satoh, T. Goto, S. H. Lee, T. Oe. Anal. Bioanal. Chem., 405, 8001 (2013). 
Amino acid
Repetition of the Edman degradation
1 2 3
Asp1 18.3 2.81 2.53
Ala2 0.84 15.3 3.66
His3 2.39 0.67 9.30
Measured values are expressed as pmol.
28 
 








LC-SRM/MS 構築では，まず PTH-Leu と PTH-Ile の LC 分離を，逆相系 ODS カ
ラムを用い，ESI に適したギ酸/水/アセトニトリル系移動相により最適化した．
その結果，続く SRM で 20 種すべての PTH-アミノ酸が分別可能になった．市販
の PTH-アミノ酸標品を用いて各々の MS/MS (プロダクトイオン) を精査した知
見から，高選択的な 40 チャネル SRM を構築した．-アミノ酸混合液から PTH-
アミノ酸を一気に調製し，検量線を作成したところ，r2値 0.989 以上の良好な直
線性が得られた．HSA からの切り出し効率は，マニュアルでのエドマン分解に








第 2 章 エドマン分解によるタンパク質定性に関する検討 
 
第 1 節 序 
 
エドマン試薬と MS の組合せにより，N 末端解析やアミノ酸配列解析を通常
の分解反応より効率化できる．例えばプロテインラダーシーケンス法では，N
末端キャッピング試薬の添加により意図的に不完全なエドマン分解を繰り返し，















より特異的であるため，消化ペプチド C 末端のアミノ酸は予想可能 (トリプシ
ンでは Lys あるいは Arg) である反面，N 末端側は予想困難である．近年，神経
変性疾患関連タンパク質 (タウ) の N 末端側欠損状態が，神経毒性を示す凝集体
の形成に影響する 66)との報告もあり，タンパク質定性分析における N 末端の直
接解析が重要である．ちなみに，古典的な 1-フルオロ-2,4-ジニトロベンゼン (サ
ンガー試薬)67)や 5-(ジメチルアミノ)ナフタレン-1-スルホニルクロリド (ダンシ
ル試薬)68)を用いる方法では，N 末端標識ペプチドを 6 M 塩酸で加水分解するた
め，Asn と Asp，Gln と Glu の分別が困難である．そこで本節では，第 1 章で構
築した LC-SRM/MS の選択性を利用し，インタクトのタンパク質に直接エドマ
ン分解を適用して N 末端を解析した．モデルタンパク質には，HSA，-カゼイ
ン (ウシ)，リゾチーム (ニワトリ卵白)，リボヌクレアーゼA (ウシ)，ペプシン (ブ
タ)，インスリン (ウシ) の 6 種を用い，常法にてエドマン分解に付し，得られ
た PTH-アミノ酸を前章の LC-SRM/MS で解析した (Fig. 14)．その結果，5.7 kDa 
(インスリン) から 66 kDa (HSA) にわたるタンパク質から PTH-アミノ酸を切り
出し，N 末端アミノ酸を同定できた．また，いずれのタンパク質からも，予想
されるアミノ酸 (HSA，Asp；-カゼイン，Arg；リゾチーム，Lys；リボヌクレ
アーゼ A，Lys；ペプシン，Ile；インスリン，Gly (鎖) および Phe (鎖)) が主
アミノ酸として同定されたが，リボヌクレアーゼ A やペプシン等では，N 末端
の不均一性や不純物の混在も示唆された．とりわけプロテアーゼであるペプシ
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Fig. 14  N-terminal amino acid analyses of six model proteins. Samples: (a) serum 
albumin (human), (b) -casein (bovine), (c) lysozyme (chicken), (d) ribonuclease A 
(bovine), (e) pepsin (porcine), and (f) insulin (bovine). 
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第 3 節 エドマン分解試料からのタンパク質の同定 
 
MS によるタンパク質の同定は，トリプシン消化後のパターン分析 (PMF 法)，
あるいは MS/MS によるシークエンス法により行う．前章でインタクトのタンパ





ブミン (BSA) をモデルに，des-1-BSA からの PMF 法よる同定を行った．エド
マン分解で凝集したタンパク質の変性には，トリスヒドロキシメチルアミノメ
タン，グアニジン，エチレンジアミン四酢酸 (EDTA) を含む還元アルキル化緩
衝液の下，ジチオスレイトール (DTT)，ヨードアセトアミド (IAA) を用い常法
で還元アルキル化した．高濃度の塩を含む緩衝液をディスポーザブル透析カセ
ットで脱塩し，トリプシン消化後，固相抽出カートリッジでペプチド精製し，
MALDI/TOF-MS に付した．その結果 (Fig. 15)，エドマン分解後の des-1-タンパ
ク質消化物でも MS スペクトルの取得ができ，データベース検索の結果，配列
カバー率 23.3% (アミノ酸 583 残基中) で同定された (Table 5)．検出ペプチドに
*





























Fig. 15  MALDI/TOF-MS spectrum of des-1-BSA after tryptic digestion. Asterisks 
indicate the peaks identified as BSA. 
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Table. 5  Tryptic peptides of des-1-BSA after Edman degradation identified as 






Y161LYEIAR167 927.4934 927.7759 
A233LKAWSVAR241 1001.5891 1001.8312 
C*223ASIQKFGER232 1195.5888 1195.7348 
R360HPEYAVSVLLR371 1439.8118 1439.8229 
L421GEYGFQNALIVR433 1479.7954 1479.7844 
F229GERALKAWSVAR241 1490.8227 1490.8136 
D347AFLGSFLYEYSR359 1567.7427 1567.6829 
K156FWGKYLYEIAR167 1573.8526 1573.7992 
K437VPQVSTPTLVEVSR451 1639.9377 1639.8334 
L242SQKFPKAEFVEVTK256 1750.9738 1750.7957 
L421GEYGFQNALIVRYTR436 1900.0076 1899.7353 
S89LHTLFGDELC*KVASLR105 1946.0164 1945.7269 
K437VPQVSTPTLVEVSRSLGK455 2025.1703 2024.8550 
Y434TRKVPQVSTPTLVEVSR451 2060.1499 2059.7789 
C*223ASIQKFGERALKAWSVAR241 2178.1601 2177.7139
C* represents S-carbamidomethyl Cys due to reduction/alkylation step.
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第 4 節 結語 
 
本章では，6 種のタンパク質へのエドマン分解により，N 末端由来 PTH-アミ
ノ酸の LC-SRM/MS から N 末端アミノ酸解析し，続いて BSA をモデルタンパク
質としたエドマン分解残滓の還元アルキル化・トリプシン消化・MALDI/TOF-MS













第 1 章では，[13C6]-PITC を併用し，安定な-アミノ酸を標準溶液とすること
で，安定性・反応収率の誤差を極力抑えた同位体希釈 LC-SRM/MS による PTH-










ム (Fig. 16) 開発の可能性を示すものである．すなわち，固相エドマン分解装置
とトリプシン固定化消化カラムを配した LC-MS システムによる N 末端 PTH-ア

























































Fig. 16  Future prospects of the concept of quantitative and qualitative 
protein analysis. The absolute quantitation together with identification of 



































標準緩衝液 (pH 4.01, 6.86, 9.18), 0.1 M 塩酸は，ナカライテスク (京都) から購入
した．エタノール，DPT，IAA，PTH-Ala，PTH-Arg (塩酸塩)，PTH-Asn，PTH-Gln，
PTH-Glu，PTH-Gly，PTH-Ile，PTH-Leu，PTH-Met，PTH-Phe，PTH-Pro，PTH-Thr，
PTH-Trp，PTH-Tyr，PTH-Val は，東京化成工業 (東京) から購入した．アミノ酸





阪) から購入した．ちなみに，アミノ酸混合標準液 H 型は，0.1 M 塩酸に L-Asn，
L-Cys，L-Gln，L-Trp を除く 16 種の標準アミノ酸と L-シスチン，塩化アンモニウ
ムを各 2.5 mM ずつ含むもの，また，PTH-アミノ酸混合標準品は，PTH-Cys を除
く 19 種の PTH-アミノ酸を 20 nmol ずつ含むものである．-シアノ-4-ヒドロキシ
桂皮酸 (CHCA)，-カゼイン (ウシ，23 kDa)，BSA (66 kDa)，インスリン (ウシ，
5.8 kDa)，酸化型インスリン鎖 (ウシ，3.5 kDa)，HSA (66 kDa)，副腎皮質刺激
ホルモン (ACTH (18–39)，ヒト，2.5 kDa)，ペプシン (ブタ，35 kDa)，リゾチー
ム (ニワトリ卵白，14 kDa)，リボヌクレアーゼ A (ウシ，14 kDa) は，Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA) から購入した．アンジオテンシン (Ang) I は，American 
Peptide Company (Sunnyvale, CA, USA) か ら 購 入 し た ． Ang II は ，
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Calbiochem/EMD Chemicals (San Diego, CA) から購入した．トリプシン (ブタ) 
とグアニジン塩酸塩は，Promega (Madison, WI, USA) から購入した．窒素は，エ
アーテック (神奈川) 製 AT-50 より得，ESI プローブのシースガスおよび補助ガ
スとして用いた．MS/MS に用いるアルゴンは，エネックスジャパン (宮城) か
ら購入した．[13C6]-アニリン (99.5 atom% 13C) は，大陽日酸 (東京) から購入し
た．ちなみに，アセトニトリル，ギ酸は HPLC グレードを，各 PTH-アミノ酸は
標準品グレードを，PITC，アミノ酸混合標準液 H 型，PTH-アミノ酸混合標準品，
酢酸エチルはアミノ酸配列分析用を用いた．また，アミノ酸混合標準液 H 型は，
0.1 M 塩酸を溶媒とし，L-Gln，L-Asn，L-Trp，L-Cys を除く 16 種の標準アミノ酸，
および L-シスチン，塩化アンモニウムを各 2.5 mM ずつ含む．エタノール，n-ヘ
キサン，トリエチルアミンは，蒸留して用いた．水はすべて超純水を用いた． 
ポリプロピレン製チューブ (0.6 mL) は，ビーエム機器 (東京) から購入した．
固相抽出には，Waters (Milford, MA, USA) 製 Oasis® HLB (1 cc, 10 mg) を用いた．
透析には，Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA) 製ディスポーザブル透析カセ
ット Slide-A-Lyzer® (3,500 molecular weight cut-off) を用いた．マイクロシリンジ 
(5 L 用) は伊藤製作所 (静岡) 製のもの，また 25 L および 500 L 用には，
Hamilton (Reno, NV, USA) 製のものを用いた．BSA のエドマン分解時，反応容器
には，ガラス製ミクロ試験管 (50 × 8 mm o.d.) を用いた．試料の加熱には，ヤマ
ト科学 (東京) 製 HF-21 ブロックヒーターを用いた．酵素消化には，東京理化器
械 (東京) 製 SB-9 振盪槽を同社製 NTT-1110 ヒーターユニットと共に用いた．遠
心減圧濃縮には，東京理化器械製 UT-1000 コールドトラップおよびアルバック 
(神奈川) 製 GLD-051 ロータリーポンプを備えた東京理化器械製 CVE-3100 を用
いた．試料の撹拌には，大洋化学工業 (和歌山) 製 S-100 ボルテックスミキサー
を適宜用いた．遠心分離には，コクサン (東京) 製 H-1300 を，特記しない限り
10,000 × g, 1 分で用いた．pH 測定には，東亜ディーケーケー (東京) 製 HM-25G 
pH メーターを，pH 4.01，pH 6.86，pH 9.18 の各標準緩衝液で較正し用いた．超
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純水の精製には，0.22 m メンブレンフィルター (EMD Millipore, Billerica, MA) 
を備えた Milli-Q® Integral 10 (EMD Millipore) を用いた． 
 
HPLC 
LC システム 1 
モデル 2001 高圧グラジエントポンプおよび Model 2002 UV-visible検出器を
備えた資生堂 (東京) 製 NanospaceTM SI-1 システムを用いた．この時，マニュ
アルインジェクターとしてステンレス製 50 L サンプルループを備えた
Rheodyne (Cotati, CA) 製 7125 六方バルブを用いた．逆相 HPLC には，ジーエ
ルサイエンス (東京) 製 Inertsil® ODS-4 (150 × 2.1 mm i.d., 3 m, 100 Å) を室温
で用いた．データ処理には，ランタイムインスツルメンツ (静岡) 製
Chromato-PROTM 2.0.2 および Microsoft (Redmond, WA, USA) 製 Microsoft® 
Excel® 2010 ワークシートを用いた． 
 
LC システム 2 
SRD-3600デガッサー，HPG-3400RS高圧グラジエントポンプ，WPS-3000TRS
オートサンプラー，TCC-3000SD カラムオーブンを備えた Dionex (Sunnyvale) 
製 UltiMateTM 3000 システムに Inertsil® ODS-4，Model 2002 UV-visible 検出器を
連結し用いた． 
 
LC システム 3 
UltiMateTM 3000 システムに Inertsil® ODS-4 を連結し用いた． 
 
質量分析 
MS システム 1 




MS システム 2 
ESIイオン源を備えた Thermo Fisher Scientific 製 TSQTM Vantage 三連四重極
型質量分析計を用いた．その質量較正には，同社製 Pierce® triple quadrupole 
calibration solution (Tyr1, 4 g/mL; Tyr3, 12 g/mL; Tyr6, 24 g/mL) を用い，各々
のモノアイソトピックピーク ([M+H]+ at m/z 182.082, 508.208, 997.398) に合わ
せた．真空排気のため Edwards (Crawley, England) 製 E2M30 ロータリーポンプ
を接続し，補助ポンプとした．  
 
MS システム 3 
Applied Biosystems (Framingham, MA) 製 Voyager-DETM STR 飛行時間型質量
分析計を用いた．その質量較正には，飽和 CHCA 溶液 (溶媒: TFA/水/アセトニ
トリル=0.1:50:50，v/v/v) に溶解した外部標準 (Ang II, 1 pmol; Ang I, 1 pmol; 
ACTH (18–39), 1 pmol; 酸化型インスリン鎖, 10 pmol) を用い，各々のモノア




Wilmad Glass (Buena, NJ, USA) 製 3 mm 間接検出グラジエントプローブを備
えた日本電子製 ECP-500 核磁気共鳴装置を用いた．[13C6]-PITC (1 mg) を重クロ
ロホルム (0.03%トリメチルシラン含有) 150 L に溶解し，25 °C, 500 MHz で測
定した．化学シフト値 (ppm) は，トリメチルシランのピークを基準に帰属した． 
 
IR 
日本分光 (東京) 製 FTIR-400 フーリエ変換赤外分光光度計を用いた．






緩衝液 1 (pH 3) 
ギ酸およびギ酸アンモニウムを各々10 mM 水溶液として調製した．室温下，
両者を混合し，pH メーターで pH 3 に合わせた．使用時に緩衝液/アセトニト
リル (3:1, v/v) 溶液 (緩衝液 1) とした． 
 
緩衝液 2 (pH 7) 
リン酸二水素ナトリウム二水和物およびリン酸水素二ナトリウム十二水和
物を各々5 mM 水溶液として調製した．室温下，両者を混合し，pH メーター
で pH 7 に合わせた．使用時に緩衝液/アセトニトリル (3:1, v/v) 溶液 (緩衝液
2) とした． 
 
緩衝液 3 (pH 11) 
トリエチルアミンおよびトリエチルアミン塩酸塩を各々5 mM 水溶液とし
て調製した．室温下，両者を混合し，pH メーターで pH 11 に合わせた．使用
時に緩衝液/アセトニトリル (3:1, v/v) 溶液 (緩衝液 3) とした． 
 
HPLC 移動相 
0.1% (v/v) ギ酸水溶液とアセトニトリルを 95:5 (v/v)，5:95 (v/v) で混和し，











流量 0.2 mL/minで初期 B相比率 5%とし，はじめの 1 分は移動相 (B) を 5%
に保ち，その後 14 分間で 35%まで変化させ，さらに 5 分間維持させるリニア
グラジエントを設定した．洗浄では，その後 5 分間で 95%まで直線的に変化




流量 0.2 mL/min で初期 B 相比率 5%とし，はじめの 1 分間で移動相 (B) を
5%から 20%に直線的に変化させた後，14分間で 35%まで直線的に変化させた．
その後，5 分間で 45%まで上げ，45%で 15 分維持するリニアグラジエントを
設定した．洗浄では 1 分間で 95%まで変化させ，95%で 4 分間維持した．続く
平衡化では 1 分間で 5%まで直線的に変化させた後，19 分間維持した． 
 
グラジエント 3 
流量 0.2 mL/min で初期 B 相比率 5%とし，はじめの 2 分間で移動相 (B) を
5%から 15%まで直線的に変化させた後，13 分間で 30%まで変化させ，その後
の 25 分間で 50%まで変化させるリニアグラジエントを設定した．洗浄では，
さらに 5 分間で 95%まで直線的に変化させた後，95%で 10 分間維持した．続





シースガス (N2)，60 (任意単位)；補助ガス (N2), 55 (任意単位)．  
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第 1 章 付属実験 
 
第 1 章第 2 節 
 
PTH-アミノ酸溶液の調製と保存 
各 PTH-アミノ酸標品を次の 4 パートに分けて調製した．すなわち，(i) 
PTH-Arg, PTH-Glu, PTH-Met, PTH-Phe, PTH-Thr; (ii) PTH-Asn, PTH-Cys, 
PTH-Gly, PTH-Lys, PTH-Pro; (iii) PTH-Gln, PTH-His, PTH-Leu, PTH-Trp, 
PTH-Val; (iv) PTH-Ala, PTH-Ile, PTH-Ser, PTH-Tyr とした．各々25% (v/v) TFA 水
溶液，緩衝液 1–3 に溶解し，各 PTH-アミノ酸 100 M を含むものとした．IS
として，緩衝液 3 (pH 11) には 1-ナフタレン酢酸，(i) および (ii) の 25% (v/v) 
TFA 水溶液には，安息香酸，それ以外にはフェノールを用い，各々0.6 mL ポ
リプロピレン製チューブに乾固した (1-ナフタレン酢酸，50 nmol；安息香酸，
500 nmol；フェノール，500 nmol)．各 PTH-アミノ酸 500 L を混合し，4 °C，
暗所で保存した．ちなみに，本節の予備的検討として，PTH-Asp 単独で上記
と同様に実験した．すなわち，100 M PTH-Asp 溶液となるよう標品を 25% 
(v/v) TFA 水溶液，緩衝液 1–3 に各々溶解した．あらかじめ 0.6 mL ポリプロピ
レン製チューブに IS (フェノール 500 pmol) を乾固し，各 100 M PTH-Asp 溶
液 500 L をそれぞれ分注し，十分に撹拌した (終濃度：PTH-Asp, 100 M；フ
ェノール，1 mM)．試料を 4 °C，暗所で保存した． 
 
PTH-アミノ酸溶液の HPLC-UV 
装置には「LC システム 1」を用いた．UV 検出波長は，269 nm とした．溶
出液には，「HPLC 移動相」を用い，PTH-Asp に対し「グラジエント 1」，その
ほかの PTH-アミノ酸に対し「グラジエント 2」を用いた．測定は，25% (v/v) TFA
水溶液，緩衝液 1 (pH 3)，緩衝液 2 (pH 7) 保存条件で，0 (調製直後)，7，14，
28 日目に行った．また，pH 11 条件では，0 (調製直後)，1，2，4，8，16 時間
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目，および 1，2，4 日目に行った．試料 10 L をインジェクションした．pH 11
保存条件に限り，分析直前の試料 10 L に対し 0.1 M 塩酸を 4 L 混合し中和
後，その全量をインジェクションした．結果は，ピーク面積に関して
PTH-Asp/IS 比を 0 日目の PTH-Asp/IS 比で除し，残存率 (%) として Microsoft® 
Excel® 2010 ワークシートを用いてプロットした． 
 
第 1 章第 3 節 
 
[13C6]-PITC の調製 
[13C6]-PITC は，既法 69)にて調製した．ちなみに，これは Bures らの報告 56)
の変法によった．すなわち，クロロホルム (2 mL) に[13C6]-アニリン (250 mg, 
2.5 mmol) を溶解し，続けて DPT (1.25 g, 5 mmol) を加えた．室温で 3 時間撹
拌後，さらに 50 °C で 1 時間反応させた．溶媒留去後，フラッシュシリカゲル 
(Wakogel® FC-40) 15 g を用いたカラムクロマトグラフィー (展開溶媒，n-ヘキ
サン) に付し，無色油状物質を得た (392 mg: 収率 110%)．高分解能 FAB-MS, 
calculated for 13C6
12CH5NS, m/z 141.0344, found, m/z 141.0324 (M
+・). 1H NMR (500 
MHz, CDCl3, ): 7.05–7.25 and 7.35–7.55 (doublet of multiplets, J (
13C–H) = 167 Hz, 
HAr, 5H)．IR (KBr, cm–1): 2078 (-NCS). 
 
第 1 章第 4 節 
 
PTH-Leu と PTH-Ile の LC 分離 
装置には「LC システム 2」，溶離液には「HPLC 移動相」，溶出には「グラ
ジエント 3」を用いた．PTH-Leu, PTH-Ile の標品をギ酸/水/アセトニトリル 
(0.1:75:25, v/v/v) 溶液に溶解し，各々10 M とした．このうち，10 L (100 pmol) 




PTH-アミノ酸の MS/MS スペクトル測定 
装置には「MS システム 2」および HPG-3400RS 高圧グラジエントポンプを
用いた．50% (v/v) アセトニトリル水溶液で各 PTH-アミノ酸標品を溶解し，50 
ng/L とした．試料を 500 L マイクロシリンジに取り質量分析計付属のシリ
ンジポンプから 0.010 mL/min，「HPLC 移動相」を高圧グラジエントポンプか
ら 0.2 mL/min で各々送液し，T コネクターで合流後，MS に直接導入した．ち
なみに，この時の B相比率は 30% (ギ酸/水/アセトニトリル=0.1:68:22, v/v/v) と
した．「ESI 条件」の下，CE を 30 eV, CID ガス (アルゴン) を 1.0 mTorr とし，
プロダクトイオンスキャンを行った (測定時間，1 分)．データ処理は，Thermo 
Fisher Scientific製XcaliburTM 2.1.0付属の定性解析ユーティリティQual Browser
で行った． 
 
20 種 α-アミノ酸混合試料の調製 
S-カルボキシメチル-L-Cys, L-Gln, L-Asn, L-Trp をそれぞれ 50% (v/v) アセト
ニトリル水溶液に溶解し，各 2.5 mM とした．これら 4 つのアミノ酸溶液とア
ミノ酸混合標準液H型 (各アミノ酸 2.5 mM) から 5 L用マイクロシリンジで
4 L ずつ 0.6 mL マイクロチューブに分注した．最後に，遠心減圧濃縮装置で
乾固し，20 種-アミノ酸混合試料 (各アミノ酸 10 nmol) とした．調製した試
料は 4 °C で暗所保存した． 
 
20 種[13C6]-PTH-アミノ酸の調製 
先に調製した[13C6]-PITC 1.41 mg をエタノール/水/トリエチルアミン (8:1:1, 
v/v/v) 溶液 100 L に混和し，100 mM [13C6]-PITC 溶液 (用時調製) とした．前
項の 20 種-アミノ酸混合試料に，この反応液を 20 L 加えた．窒素封入後，
チューブの蓋を閉め，ボルテックスミキサーで撹拌 (30 秒) 後，遠心分離した．
次いで，ブロックヒーターで加熱 (55 °C, 30 分) した．反応後，ただちに遠心
分離し，遠心減圧濃縮 (25 °C, 90 分) した．続いて，反応試料中の過剰試薬を
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除去した．すなわち，(i) 100 L の n-ヘキサンの添加，(ii) 振とう撹拌機によ
る穏やかな撹拌 (1 分)，(iii) 遠心分離，(iv) 上清の廃棄を行った．その後，遠
心減圧濃縮 (25 °C, 30 分) した．最後に，25% (v/v) TFA 水溶液を 50 L 加え，
窒素封入後，チューブの蓋を閉め，ボルテックスミキサーで撹拌 (30 秒) 後，
遠心分離した．次いで，ブロックヒーターで加熱 (70 °C, 30 分) した．加熱後，
ただちに遠心分離し，遠心減圧濃縮 (25 °C, 120 分) した．試料は，使用直前
に 25% (v/v) アセトニトリル水溶液 100 L で再溶解した． 
 
PTH-アミノ酸希釈系列の調製 
20 種 α-アミノ酸混合試料 (10 nmol) を 25% (v/v) アセトニトリル水溶液で
再溶解し，各アミノ酸 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.1 M の希釈系列を作成した．各 100 
Lをそれぞれ 0.6 mLマイクロチューブ内に分注した後，遠心減圧濃縮 (25 °C, 
120 分) し乾固させ，1 チューブ当たりの各アミノ酸 1000, 500, 200, 100, 50, 20, 
10 pmol の試料とした．エドマン分解は，「20 種[13C6]-PTH-アミノ酸の調製」
に準じ，PITC を用いて行われた．ただし，25% (v/v) TFA 水溶液での転換反応 
(70 °C, 30 分) の終了直後に，先に調製した 20 種[13C6]-PTH-アミノ酸混合液 2 




装置には「LC システム 3」を「MS システム 2」に直結したものを，「ESI
条件」および Table 2 の SRM 条件の下で用いた．なお，SRM を以下の 7 つの
セグメントに分けて行った：スキャン幅 (m/z), 1.000; tR 6–9 分 (スキャンタイ
ム 0.2秒), PTH-His; tR 9.5–12分 (スキャンタイム 0.1秒), PTH-Arg, Asn, Gln, Ser, 
and Thr; tR 12–14.5 分 (スキャンタイム 0.1 秒), PTH-Asp, Gln, Gly, Ser, and Thr; 
tR 14.5–19.5 分 (スキャンタイム 0.16 秒), PTH-Ala, Cys and Glu; tR 19.5–22.5 分 
(スキャンタイム 0.2 秒), PTH-Tyr; tR 22.5–27.5 分 (スキャンタイム 0.16 秒), 
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PTH-Met, Pro and Val; tR 27.5–35分 (スキャンタイム 0.125秒), PTH-Ile/Leu, Lys, 
Phe and Trp．なお，スキャンタイムは通常 0.2 秒に設定し，1 セグメント中の
SRM 設定数が 6 以上の場合，十分なデータポイントを確保するため，その合
計が 1 秒以内に収まるようにした．PTH-アミノ酸希釈系列は，各々0.1% (v/v) 
ギ酸水溶液/アセトニトリル (3:1, v/v) 溶液 100 Lに再溶解し，そのうち 10 L
を LC-SRM/MS に付した．検量線は，XcaliburTM 2.1.0 付属の定量解析ユーティ
リティ Quan Browser で作成した (重み付けなし，原点無視)． 
 






HSA を水に溶解して 1 mg/mL 水溶液 (約 15 M) とし，さらに水で希釈し
て 5 M のストック溶液とした．このうち，100 L (500 pmol) をミクロ試験管
に分注し，窒素気流下 (室温) で乾固した． 
 
HSA の収率精査 
エタノール/水/トリエチルアミン/PITC (7:1:1:1, v/v/v/v, 用時調製) 溶液 50 
L を HSA (500 pmol) に加え，ボルテックスミキサーで撹拌 (30 秒) 後，加熱 
(55 °C, 30 分) した．反応後，ただちに遠心分離し，窒素気流下 (室温) で溶
媒留去した．続いて，過剰試薬を除去した．すなわち，(i) n-ヘキサン/酢酸エ
チル=15:1 (v/v) 溶液 100 L の添加，(ii) 振とう撹拌 (3 分)，(iii) 上清廃棄を
した．(i)–(iii) の操作をさらに 2 回繰り返した．最後に残存した n-ヘキサン/
酢酸エチル=15:1 (v/v) 溶液を窒素気流下 (室温)，溶媒留去した．次に，TFA:
エチルメルカプタン=100:0.1 (v/v, 用時調製) を 50 L 加え，ボルテックスミキ
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サーで撹拌 (30 秒) 後，加熱 (55 °C, 20 分) した．反応後，ただちに遠心分離
し，窒素気流下 (室温) で溶媒留去した．続いて，ATZ-アミノ酸の抽出を行っ
た．すなわち，(i) 酢酸エチル 100 L の添加，(ii) 振とう撹拌 (3 分)，(iii) 上
清の収集をした．(i)–(iii) の操作をさらに 2 回繰り返した．抽出・収集した酢
酸エチル溶液を，窒素気流下 (室温) で溶媒留去した．ちなみに，抽出操作後
の残滓は，さらに 2 回，ここまでと同様の反応に付し，各々2, 3 サイクル目の
エドマン分解試料とした．溶媒留去後の各試料に 25% (v/v) TFA水溶液を 50 L
加え，ボルテックスミキサーで撹拌 (30 秒) 後，加熱 (70 °C, 30 分) した．反
応後，ただちに先に調製した 20 種[13C6]-PTH-アミノ酸混合液 2 L を各試料に
加え，遠心減圧濃縮器で溶媒留去 (25 °C, 120 分) した． 
 
同位体希釈 LC-SRM/MS 
前節「検量線の作成」の測定条件に準じて行った．試料を 0.1% (v/v) ギ酸
水溶液/アセトニトリル (3:1, v/v) 溶液 100 L に再溶解し，そのうちの 10 L




第 2 章 付属実験 
 




リンを各々水に溶解して 1 mg/mL とし，さらに水で希釈して 5 M のストッ
ク溶液とした．各 100 L (500 pmol) をそれぞれミクロ試験管内に移し，窒素
気流下 (室温) で乾固した． 
 
タンパク質の N 末端解析 
第 1 章第 5 節「HSA の収率精査」に準じて行った．調製した試料は，0.1% (v/v) 
ギ酸水溶液/アセトニトリル (3:1, v/v) 溶液 100 L に再溶解し，そのうちの 10 
L を第 1 章第 5 節「同位体希釈 LC-SRM/MS」に準じて測定した．データ処理
には，Qual Browser を用いた. 
 
BSA のエドマン分解 
BSA を 0.1% (v/v) TFA 水溶液に溶解し，1 mM とした．このうち，10 L (10 
nmol) をミクロ試験管に分注した．エタノール/水/トリエチルアミン/PITC 
(7:1:1:1, v/v/v/v，用時調製) 溶液 20 Lを加え，ブロックヒーターで加熱 (55 °C, 
15 分) した．続いて過剰試薬を除去した．すなわち，(i) n-ヘキサン:酢酸エチ
ル=15:1 (v/v), 200 L，1 回；(ii) 酢酸エチル，200 L，1 回；(iii) アセトン，
200 L，3 回で洗浄した．TFA:エチルメルカプタン=100:0.1 (v/v，用時調製) 20 
L を加え，ブロックヒーターで加熱 (55 °C, 15 分) した．25% (v/v) TFA 水溶
液 20 L に再溶解後，ブロックヒーターで加熱 (65 °C, 30 分) した．反応後，
ただちに窒素気流下 (室温) で溶媒留去した． 
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エドマン分解後 BSA の還元アルキル化・酵素消化・脱塩精製 
前項のエドマン分解後 BSA (10 nmol 相当) に，還元アルキル化緩衝液を溶
媒とした 10 mM DTT (用時調製) 50 L を加え，インキュベーション (60 °C, 60
分) した．窒素気流下 (室温) で溶媒留去後，還元アルキル化緩衝液を溶媒と
した 55 mM IAA (用時調製) 50 L を加え，インキュベーション (室温，45 分，
暗所) した．ディスポーザブル透析カセット Slide-A-Lyzer® を用い，還元アル
キル化緩衝液の脱塩を行った (水 1 L，60 分ごとに置換，3 回)．脱塩した溶液
を新たなミクロ試験管に移し，窒素気流下 (室温) 溶媒留去後，100 mM 重炭
酸アンモニウム水溶液 40 L で再溶解した．1.5 M トリプシン (溶媒，100 
mM 重炭酸アンモニウム水溶液) を 4 L (酵素:基質=1:4583，w/w) 加え，イン
キュベーション (37 °C, 16 時間) した．放冷後，1% (v/v) TFA 水溶液 10 L を
加え，酵素反応を停止した (≦pH 3)．試料は固相抽出カートリッジ Oasis® HLB 
(1 cc, 10 mg) で脱塩した (浸潤，メタノール 1 mL；平衡化，75% (v/v) アセト
ニトリル水溶液 1 mL；洗浄，水 1 mL；溶出，75% (v/v) アセトニトリル水溶
液 1 mL)．脱塩後の溶出液を窒素気流下 (室温) で溶媒留去後，TFA/水/アセト
ニトリル=0.1:50:50 (v/v/v) 20 L に再溶解した． 
 
MALDI/TOF-MS と PMF 解析 
装置には「MS システム 3」，データ処理には Applied Biosystems 製 Data 
ExplorerTM 4.0.0.0 を用いた．前項の試料を TFA/水/アセトニトリル=0.1:50:50 
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